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Bescheinigung 

Herr Professor Dr. Gunter F u h r in Berlin/Deutschland hat eine Patentanmeldung 
unter der Bezeichnung 

"Mikrosystem biologischer Partikel" 

am 29. Juni 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stiicke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprtingli- 
chen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
B 04 B und C 12 M der International Patentkiassifikation erhalten. 



Munchen, den 25. August 1999 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 
Im Autrrag 



Aktenzeichen: 198 28 919.7 
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Mikrosystem biologischer Partikel 

Beschreibung der Erfindung 

Gewohnlich werden fluidische Mikrosysteme mit einer Flussig- 
keit durchs tromt . Die auf beiden Kanalenden (oben, unten) auf- 
gebrachten Mikroelektroden ftihren z_u_e i n ex— Komp a-r-t-i-me ntxer ung 
des Kanals mittels hochf requenter elektrischer Felder, so daB 
diese die suspendierten Teilchen in der gewiinschten Weise ab- 

enken. Schwierigkeiten bereiten vor allem die Einspiilungen 
der Zellen und die notwendigen geringen Stromungsgeschwindig- 
keiten (einige yil/h) , die mit steigender Miniaturisierung im- 
mer gravierende Einschrankungen mit sich bringen. 

Erfindungsgemafi werden derartige Mikrosysteme mit dem Prinzip 
des Zentrif ugierens kombiniert. Die suspendierten Partikel 
bewegen sich daher aufgrund der Zentrif ugalkrafte durch die 
Mikrokanale, in denen sie (ohne austreten zu konnen) aufge- 
trennt, in eine vorher festgelegte Position, fusioniert, sor- 
tiert, permeiert werden. 

In Fig. 1 ist der makroskopische Aufbau dargestellt. An einem 
'ublichen oder modif izierten Rotor 11 einer Zentrifuge befinden 
sich die Aufnahmen 12, in die pafigerecht und fur die appli- 
zierten Drehzahlen entsprechend eine Elektronik 13 zur Ansteu- 
erung der Mikrosysteme mit hochf requenten Wechselsignalen ver- 
schiedener Phasenlage und Amplitude eingesetzt ist. Die Elek- 
tronik ist uber Kabel 14, Stecker oder anderweitig mit einem 
Mikrosystem 15 verbunden. Das Mikrosystem hat ein Eingangsde- 
pot 18, das verschieden groft ausgelegt werden kann und vor der 
Zentrif ugation mit der Teilchen- oder Zellsuspension gefiillt 
wird. Ober die Zentr i f ugations kraf te durchlaufen die Teilchen 
das elektronisch gesteuerte Mikrokanalsys tern und sammeln sich 
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in bestimmten Zonen (z.B. an den geschlossenen Enden 17 des 
von der Rotorachse wegweisenden Teils des Mikrosystems) . 

Bei diesem Durchlauf werden sie nach vergebbaren Programmen 
behandelt. Da die Teilchen in Abhangigkeit von ihrer Dichte 
verschiedene Bewegungen und Endpositionen einnehmen, wird in 
der vorliegenden Erfindung der Vorteil der Zentri f ugaltrennung 
und -bewegung mit den Moglichkei ten der programmierbaren Die- 
lektrophorese kombiniert . In der Regel wird negative Dielek- 
trophorese, in Ausnahmef alien auch positive Dielektrophorese 
der Teilchen genutzt. Ein weiterer Vorteil der er finder ischen 

•Losung ist die Steuerung der Teilchenbewegung uber die Rotati- 
onsgeschwindigkeit (co) des Rotors 11. Da hierbei ebenfalls 
programmierbare Variationen durchlaufen werden konnen, wird 
ein zweiter Komplex von festlegbaren Parametern hinzugenommen . 

Fig. 2 zeigt in schemat ischer Weise ein Mikrosystem zur Auf- 
trennung eines Partikelgemisches, bestehend aus groBeren Teil- 
chen (z.B. Zellen) 21 und kleinen Teilchen 22, die in einer 
Suspension vorliegen. Die Zentrif ugationskraf te wirken in 
Pf eilrichtung 23. Die typischen Abmessungen des Kanalsystems 
24 sind die folgenden: 

Breite: einige 10 pm bis zu einigen mm 

( typischerweise : 200 - 400 m) 
Lange: einige mm bis zu einigen cm 

(typischerweise: 20 - 50 mm) 
Hohe: einige urn bis zu einigen 100 pm 

(typischerweise: 50 pm) 

Entscheidendes Merkmal der Mikrossys teme ist, dafi auf der 
Oberseite 25 und Unterseite 26 des Kanals 24 Mikroelektroden 
27a, 27b ubereinander angeordnet sind, die bei Ansteuerung mit 
einer Wechselspannung (in der Regel einer Frequenz im MHz- 
Bereich und einer Amplitude von einigen Volt) quer zum Kanal 
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Feldbarrieren erzeugen, die uber negative (bedingt auch posi- 
tive) Dielektrophorese die Teilchen ablenken (im hier gezeig- 
ten Fall die grofien Teilchen) . 

Das Verfahren ist nun wie folgt durchzuf uhren : 

Vor der Zentrif ugation wird...das System mit einer Flussigkeit 
gefiillt. Kurz vor Beginn der Zentrif ugation werden die Elek- 
troden 27a, 27b angesteuert und im Eingangs trichter als Reser- 
"voir~2 8~^i~rd~dl~e~T-e~i~l~ch^^^ 

Teilchen werden dadurch bereits uber das elektrische Feld nach 
rechts verschoben. Die Darstellung in Fig. 2 zeigt die Ver- 
haltnisse wahrend der Zentrif ugation . Durch die exakt ein- 
stellbaren Zentrif ugalkrafte uber die Rotationsgeschwindigkeit 
bewegen sich die Teilchen in den unteren Teil des Mikrosy- 
stems. Entsprechend der ublichen Zentrif ugationsprinzipien 
sedimentieren die Teilchen mit der groBten Dichte zuerst. Neh- 
men wir an, die Teilchen 21 wtirden durch die elektrische Feld- 
barriere im Kanal nach rechts verschoben, wahrend die Teilchen 
22 davon unbeeinf lufit bleiben, so ergibt sich in den Kanalen- 
den 29a, 29b eine Trennung beider Sorten. Die Teilchen in je- 
dem der Kanalenden ordnen sich zusatzlich wie bei der ublichen 
Zentrifugation entsprechend ihrer Dichte an. Das dargestellte 
Mikrosystem kann als das einfachste mogliche System angesehen 
Iwerden. Der Vorteil besteht darin, dafl keine Losungss tromung 
entsteht und dennoch die Partikelbewegung gerichtet und ein- 
stellbar ist. Derartige Systeme konnen auch entgegengesetzte 
Bewegungen erzeugen, wenn die Teilchen einen Auftrieb besit- 
zen. 

Ein weiteres System (programmierbares Beladungsmikrosystem fur 
Zellen und Teilchen) ist in Fig. 3 gezeigt. Hier ist der Zen- 
trifugationskanal in drei Teile 31a, 31b, 31c unterteilt. In 
den Zwischenwanden befinden sich Offnungen 32, durch die wie- 
der Elektroden 33 auf der Ober- und Unterseite des Kanals hin- 
durchreichen. Die Offnungen sind der Teilchengrofle angepafit 
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( typischerweise 5 bis 20 mal der Durchmesser) . Zu Beginn wer- 
den in jeden der Kanalteile 31a bis 31c verschiedene Losungen 
eingefullt. Danach werden in einen Kanalteil (hier z.B. 31c) 
die Teilchen eingefugt. Durch die Zentrif ugation gelangen die 
Teilchen (z.B, zuerst die schwarzen, dann die hellen) an die 
Elektroden 33 und konnen so automatisch tiber die elektrischen 
Feldbarrieren durch die Offnungen 32 in die Nachbar losungen 
iiberfuhrt werden. 

Auch hier kommt es zu einer Sortierung in den drei Kanalenden 
31d, 31e, 31f und gleichzeitig zu einer Anordnung der Teilchen 
entsprechend der Dichteunterschiede . 

Weitere allgemeine Eigenschaf ten der Mikrosysteme : 

- Sie konnen Offnungen (Zuflusse, Durchflusse, Abfllisse) be- 
sitzen, die sich verschlieften lassen, so daB die Teilchen 
nach der Zentrif ugation oder davor leicht entnoromen oder 
eingefugt werden konnen. 

- Es konnen all die Mikroelektrodenelemente (Halteelektroden 
fur Teilchen, Mikrof eldkaf ige etc.) eingebaut werden, die 
fur die dielektrophoretische Beeinf lussung von Teilchen an- 
sonsten eingesetzt werden. 

I 

- Das Verfahren ist als elektrisch gesteuerte (oder aktive) 
Zentrif ugation* zu bezeichnen. 

- Prinzipiell lassen sich in derartigen Mikrosystemen auch 
optische Krafte (Laser-tweezers), 

Ultraschallkraf te, 
magnet ische Krafte 
in analoger Weise anwenden. 



Anwendungsgebiete sind: 

Zelltrennung/-f raktionierung 
Zellsortierung 

Zellbeladung (molekular , Nanoteilchen, Beads) 

- Zellentladung (molekular) 

- Zellpermeation (sog. Elektroporation) 
Zellfusion (sog. Elektrof usion) 
Zellparchenbildung 

-= — Z-el-l-agg-reg-a-tbi-l-duri-g^ ™ 

Die Mikrosysteme sind in der Anlage der Kanale und Mikro- 
elektroden des jeweiligen Aufgabe angepaiit. 

In ahnlicher Weise, nur rait niedrigeren Kanalen, lassen sicli 
Systeme fur Bakterien und Viren, bzw Zellorganellen aufbau- 
en. Typische Hohe dieser Kanale <10 \im. 

- Entsprechende Mikrosysteme konnen auch wahrend der Zentri- 
guation oder schrittweise gedreht werden. 
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